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摘要 : 海藻 糖 合 成 是 微生物 对 抗 环境 逆境 的 一 种 重要 途径 。 本 文 研究 10 L 发酵 
镀 中 的 分 批 、 分 批 补 料及 分 批 补 料 控 温 三 种 不 同 的 海藻 糖 发 酵 调控 策略 下 酱油 风 
味 形 成 微生物 鲁 氏 酵母 CCTCC M2013310 的 代谢 特征 。 色 谱 结 果 表 明 ， 乳 酸 、 
丙酮 酸 和 a- 酮 上 戊 二 酸 受 到 不 同 发 酵 调控 模式 的 显著 影响 , 但 谷 氨 酸 和 谷 氨 酰胺 总 
在 三 种 发 酵 调控 模式 间 却 无 显著 差异 。 这些 结果 表明 细胞 还 原 力 平 衡 途径 和 
碳 氮 调控 代谢 均 对 胞 内 海藻 糖 的 积累 产生 影响 。 本 研究 结果 为 鲁 氏 酵母 CCTCC 
M2013310 的 高 浓度 内 源 性 海藻 糖 细 胞 代谢 工程 改造 提供 了 新 思路 。 

关键 词 : 鲁 氏 醇 母 ， 海 藻 糖 ， 发 酵 调控 氨基酸， 有 机 酸 
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Zygosaccharomyces rouxii CCTCC M2013310 under three different trehalose 
fermentation control strategies included batch, fed-batch and fed-batch conbined 
control temperature in 10 L fermentation tank are studied. The results from 
chromatographic analysis show that lactic acid, pyruvate and a-ketoglutaric acid are 
significantly affected by different fermentation modes. However, there is no 
significant difference between the total content of glutamic acid and glutamine in the 
three fermentation control process. These results show that the accumulation of 
intracellular trehalose is effected by the cell reduction force balance pathway and the 
metabolic regulation of carbon and nitrogen metabolism. The results of this work 
provid a new idea for the metabolic engineering of Z. rouxii CCTCC M2013310 to 
make the high concentration of endogenous trehalose yeast cell. 
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引言 
鲁 氏 酵母 是 一 种 产 香 性 酵母 菌 ， 在 传统 发 酵 制 品 现代 化 生产 中 具有 重要 的 作 
用 止 。 然 而 ， 和 鲁 氏 酵母 活性 干 酵母 -酵母 应 用 的 主要 形式 -的 不 耐 储藏 的 缺点 严重 
阻碍 了 重 氏 酵母 的 应 用 后。 因此 ， 研 制 高 耐 受 能 力 的 鲁 氏 酵母 菌株 对 推动 重 氏 酵 
母 在 食品 工业 中 的 应 用 具有 积极 的 作用 。 

海藻 糖 是 由 两 分 子 葡 欧 糖 通过 oa 1-1 糖苷 键 相 连 的 非 还 原 性 双 糖 ， 在 细菌 、 植 
物 、 真 阔 中 均 有 发 现 外 。 在 酵母 中 ， 海 党 糖 能 有 效 地 提升 酵母 细胞 在 高 温 、 低 温 
高 渗 透 压 、 和 干燥、 乙醇 等 逆境 下 的 耐 受 水 平息 。 通 过 基因 工程 强化 酵母 鲁 氏 酵 
母 细 胞 胞 内 海藻 糖 合成 能 力 并 阻 断 其 降解 途径 获得 一 定 成 功 0519。 然 而, 受 限 于 
对 和 鲁 氏 酵母 食品 安全 性 的 要 求 ， 工 程 菌 无 法 实际 应 用 于 生产 中 。 通 过 定向 驯化 
0220 或 发 酵 代 谢 调 控 技 术 户 29 获得 高 胞 内 海藻 糖 鲁 氏 酵母 细胞 成 为 最 贴近 应 用 
需求 的 道路 。 这 就 需要 对 鲁 氏 酵母 海棠 糖 积累 的 代谢 特征 有 比较 清晰 的 了 解 。 

本 研究 以 一 株 从 民间 传统 酿造 食品 中 分 离 出 的 鲁 氏 酵母 菌 为 对 象 ， 研究 了 其 
胞 内 海藻 糖 积 累 过 程 中 的 氨基 酸 代 谢 、 丙 酮 酸 代 谢 和 三 羧 酸 循环 代谢 的 响应 特 
点 ,为 研究 重 氏 酵母 新 的 胞 内 海藻 糖 发 酵 调 控 策 略 和 遗传 工程 改造 位 点 提供 了 理 
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论 基 础 。 
1 材料 与 方法 
1.1 材料 
1.1.1 主要 试剂 和 培养 基 

氨基 酸 ECF 衍生 化 试剂 、 氨 基 酸 和 有 机 酸 色谱 标准 品 均 来 自 国药 集 团 化 学 试 
剂 有 限 公司 。 气 相 色 谱 内 标 物 乙酸 葵 乙 酯 来 自 梯 希 爱 (上海 ) 化 成 工业 发 展 有 限 
公司 。 糖 蜜 购 自 湖北 安 琪 酵母 股份 有 限 公司 。 
酵母 活化 培养 基 YEPD: 10 g/L 酵母 抽 提 物 、20 g/L EARR 20 g/L 葡萄 糖 ， 
pH5.0。 
酵母 种 子 和 发 酵 糖 蜜 培养 基 : 377. mL/L 糖蜜 ，11.5 g/L 酵母 粉 ，45.5 g/L 
KH2POA, 2.5 g/L KCl. 25 g/L (NH4)2804. 3 g/L MgSO4*7H20， 自 然 pH。 
1.1.2 主要 实验 仪器 

10 L 机 械 搅拌 发 酵 饶 来 自 上 海 环 联 生物 工程 设备 有 限 公 司 ，BL-75A AEK 
菌 锅 来 自 上 海 博讯 实业 有 限 公司 医疗 设备 三 ，CTI15RE 离心 机 为 日 本 日 立 公 司 ， 
气相 色谱 7890B 来 自 美国 塞 默 飞 公司 ， 高 压 液 相 色谱 U3000 来 自 美国 安捷伦 公 
司 ， 纯 水 仪 购 自 英 国 ELGA 公司 ，HNY-211B 恒温 振荡 摇 床 购 自 天 津 欧 诺 公司 。 
1.1.3 实验 菌株 
鲁 氏 酵母 (Zygosaccharomyces rouxii) CCTCC M2013310 由 湖北 工业 大 学 功 
能 酵母 与 酿造 微生物 研究 室 提供 。 
1.2 试验 方法 
1.2.1 菌 种 活化 和 种 子 液 的 制备 

采用 两 级 培养 策略 制备 鲁 氏 酵母 以 保证 细胞 的 活力 。 和 鲁 氏 酵母 首先 在 YEPD 
培养 基 中 于 37C 条 件 下 活化 24h 后 ， 转 接 10% 活 化 液 至 发 酵 糖 蜜 培养 基 中 ， 在 
相同 条 件 下 继续 培养 27 h Je, T 10% 的 接种 量 将 种 子 液 转移 入 已 灭 菌 的 10 工 机 
ich FE EE TB 
12.2 发 酵 调 控 策 略 控制 

10 L 机 械 搅拌 发 酵 链 上 ， 和 鲁 氏 酵母 分 批发 酵 策 略为 : 初始 发 酵 培 养 基 装 液 
Æ SL, HPE 600 mL， 发 酵 温 度 设 定 为 30C， 搅 拌 转速 设 定 为 400 rmin， 通 
气量 为 lvvm。 采 用 3 mol/L NaOH 和 3 mol/L HCI 调节 发 酵 培养 基 pH 值 维持 在 
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5.0。0.5%o 的 泡 敌 作为 消 泡 剂 以 防止 发 酵 过 程 中 泡沫 的 积累 。 发 酵 总 时 长 设 定 关 
24 h， 并 每 2h 取样 用 于 检测 。 

补 料 分 批发 酵 策 略 : 在 分 批发 酵 策 略 的 基础 上 ， 于 发 酵 第 10 h 开始 以 恒定 
速率 补 加 1200 mL 糖蜜 。 

补 料 分 批 控 温 发 酵 策 略 : 在 补 料 分 批发 酵 策 略 的 基础 上 ， 于 发 酵 第 16h F 
温 并 维持 2h。 
1.2.2 生物 量 和 胞 内 海藻 糖 浓 度 的 测定 

适量 发 酵 液 于 8000 r/min, 4'C jit 10 min， 菌 体 用 于 生物 量 和 胞 内 海藻 糖 
的 检测 。 酵母 细胞 生物 量 用 600 nm 的 吸光 度 表示 。 胞 内 海 汇 糖 采 用 硫酸 - 草 酮 法 
检测 3' 玖 。 海 藻 糖 浓度 定义 为 每 克 干 重 酵母 细胞 所 含有 的 海藻 糖 质量 数 ， 以 
mg/gDw 表示 。 
1.2.3 胞 外 游离 氨基 酸 的 气相 检测 

适量 发 酵 液 于 8000 r/min, 4'C HÙ 10 min, 取 适 量 上 清 进行 ECF 衍生 化 25， 
衍生 液 用 于 胞 外 游离 氨基 酸 浓 度 检测 。 乙 酸 葵 乙 酯 作为 内 标 物 。 

气相 色谱 条 件 : 采用 HP-5 毛细 血管 色谱 柱 (30 mm X 0.32 mm X 0.25 um, 
安捷伦 ， 美 国 ) ;升温 程序 : 柱 温 设 定 为 70 保留 5 min， 然 后 以 5 CAmin 上 
升 到 260 °C ,保留 2 min; 进 样 口 和 检测 器 的 温度 均 设 定 为 280 C ; 进 样 量 1 uL; 
采用 不 分 流 模式 ， 流速 设 定 为 1 mL/min; 载 气 为 氮气 ;检测 器 为 氧 火焰 离子 检 
测 器 。 
1.2.4 胞 外 有 机 酸 的 高 压 液 相 分 析 

2 mL 发 酵 样 品 经 离心 后 取 滤 液 ， 并 加 入 2.5 mL 乙酸 乙 酯 〈 含 0.10 mL 2.3 
mol/L 硫酸 ) ， 振 荡 混 合 ，5000 r/min 离心 3 min, W 1.0 mL 乙酸 乙 酯 层 并 室温 
干燥 。 在 干燥 物 中 加 入 2.5 mL 流动 相 进 行 充分 溶解 ， 再 于 10000 r/min 离心 10 
min, XÈ 0.22 um 滤 膜 ， 用 于 有 机 酸 高 压 液 相 色 谱 检测 。 

高 效 液 相 色 谱 基 本 设置 参数 : 色谱 柱 为 安捷伦 ZORBAXSB-Aq (150mm 

X4.6 mmX5 hm，Asglient，USA) ; 柱 温 为 30 C; 进 样 量 为 10 uL; 检测 波长 
为 210 nm; 流速 为 0.6 mL/min; 流动 相 为 含 1% LER 1.75 g/L K2HPOA 溶液 


(H3PO4 调 pH 至 1.8) 。 
1.2.5 色谱 数据 的 分 析 
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以 标准 品 的 保留 时 间 为 标准 ， 对 发 酵 样 品 中 的 色谱 峰 进 行 定 性 分 析 ， 以 确定 
所 对 应 的 代谢 产物 。 在 定量 分 析 中 ,气相 色谱 数据 处 理 采 用 内 标 法 ， 高 压 液 相 色 
谱 数据 采用 外 标 法 ， 以 确定 发 酵 样 品 中 代谢 产物 的 浓度 。 
2 结果 与 分 析 
2.1 不 同 发 酵 调 控 模 式 下 的 酵母 生长 和 胞 内 海藻 糖 积累 规律 分 析 

胞 内 海藻 糖 积累 水 平 与 细胞 生长 存在 双重 联系 。 细 胞 数 的 增加 和 海藻 糖 合成 
代谢 强度 的 提高 均 有 利于 单位 质量 酵母 细胞 胞 内 海藻 糖 的 积累 。 图 1 显示 了 鲁 氏 
酵母 CCTCC M2013310 在 分 批 、 分 批 补 料 和 分 批 补 料 控 温 策略 下 的 细胞 生长 和 
胞 内 海藻 糖 变化 。 补 料 策略 或 结合 控 温 策略 均 有 利于 鲁 氏 酵母 生物 量 的 增加 ， 其 
发 酵 终 点 的 生物 量 分 别 比 分 批发 酵 策略 提高 了 1.38 倍 和 1.47 倍 ， 如 图 1 a 所 示 。 
这 两 种 策略 也 明显 有 助 于 和 鲁 氏 酵母 细胞 胞 内 海藻 糖 的 积累 , 其 最 大 积累 浓度 分 别 
比分 批发 酵 策 略 提高 了 67.97% 和 114.89%， 如 图 1 b 所 示 。 需 要 注意 的 是 ， 补 料 
策略 和 控 温 策略 效果 是 有 差异 的 。 补 料 策略 能 避免 胞 内 海藻 糖 在 发 酵 中 期 开始 的 
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1 不 同 发 酵 调 控 模 式 下 的 鲁 氏 酵 母 CCTCC M2013310 生长 (0 和 胞 内 海藻 糖 积 累 变化 (b) 


Fig. 1 The growth (a) and intracellular trehalose level (b) of Z rouxii CCTCC M2013310 under different 
fermentation regulation strategy 
22 游离 氨基 酸 变 化 特征 分 析 
氨基 酸 参与 了 细胞 众多 的 生理 和 代谢 过 程 R9。 依据 标准 品 保留 时 间 , 十 四 种 
氨基 酸 被 发 现 。 然 而 ， 并 不 是 所 有 氨基 酸 都 显示 规律 性 变化 ， 因 此 ， 变 化 规律 显 
著 的 扫 基 酸 被 选择 进一步 分 机， 包括 涉及 到 逆境 响应 的 且 氮 酸 、 甘 氨 酸 、 三 羧 酸 
循环 中 a - 酮 戊 二 酸 结合 点 的 谷 氨 酸 与 谷 氨 酰 胺 。 需 要 说 明 的 是 ， 由 于 谷 氨 酸 和 
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谷 氨 酰胺 的 保留 时 间 非 常 接近 , 发 酵 样 品 中 这 两 种 氨基 酸 无 法 有 效 地 以 单 峰 形式 
显示 ， 因 此 它们 被 作为 一 个 整体 进行 分 析 。 图 2 展现 了 和 鲁 氏 酵母 CCTCC 
M2013310 在 三 种 不 同 发 酵 调 控 模 式 下 〈 分 批发 酵 模 式 、 分 批 补 料 发 酵 模式 和 分 
批 补 料 控 温 发 酵 模 式 ) 的 腿 氨 酸 (图 2a) . HAR CE] 2 bO 和 谷 氮 酸 与 谷 氨 酰 
胺 (图 2c) 的 变化 过 程 。 
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图 2 鲁 氏 酵母 CCTCC M2013310 在 不 同 发 酵 调 控 策 略 下 的 游离 氨基 酸 变化 曲线 


CE a 为 膊 氨 酸 ， 图 b 为 甘氨酸 ， 图 c 为 谷 氨 酸 和 谷 氨 酰胺 ) 


Fig. 2 The amino acids change curve of Z. rouxii CCTCC M2013310 under different fermentation control strategy 
(a: Pro; b: Gly; c: Glu/Gln) 
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氨 酸 浓度 在 发 酵 早期 逐步 积累 ， 但 是 其 浓度 在 10-14 h 急剧 下 降 到 500 mg/L 的 
水 平 ， 并 在 发 酵 后 期 再 次 逐步 积累 到 6000 mg/L 左右 。 分 批 补 料 和 分 批 补 料 控 温 
RENT, MARERA 10h 的 变化 趋势 与 分 批发 酵 模 式 是 相似 的 ， 而 在 
10-14 h 发 酵 期 间 ， 肺 氨 酸 浓度 基本 上 维持 稳定 。 然 而 ， 在 发 酵 后 期 ， 这 两 种 发 
酵 模 式 显示 出 了 差别 。 分 批 补 料 发 酵 模 式 中 ， 且 氨 酸 浓度 逐步 上 升 ， 补 料 控 温 发 
酵 模 式 中 ， 且 氨 酸 浓度 逐渐 下 降 。 这 些 结果 表明 ， 碳 源 的 补 加 和 光 度 的 变化 对 重 
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RERE CCTCC M2013310 且 氨 酸 的 合成 和 利用 存在 影响 。 结 合 前 面 胞 内 海藻 糖 
的 数据 分 析 显 示 ， 且 氨 酸 和 海藻 糖 存在 一 定 的 相互 关系 。 在 鲁 氏 酵母 发 酵 后 期 ， 
如 果 海 藻 糖 水 平 维持 恒定 或 下 降 ， 且 氨 酸 浓 度 增 加 ， 而 海藻 糖 浓 度 增加 时 ， 且 毛 
酸 浓度 反而 下 降 。 这 暗示 鲁 氏 酵母 CCTCC M2013310 通过 调控 且 氨 酸 和 海藻 糖 
代谢 共同 应 对 发 酵 环境 的 变化 和 逆境 。 

在 三 种 发 酵 模 式 中 ， 游 离 甘氨酸 、 谷 氨 酸 / 谷 氨 酰 胺 变化 的 差异 不 大 ， 都 呈 
现 出 相同 的 趋势 。 甘 氨 酸 浓度 在 发 酵 早期 逐步 增加 ， 但 在 发 酵 中 期 被 快速 消耗 ， 
以 低 浓度 维持 到 发 酵 结 束 。 谷 氨 酸 和 谷 氨 酰胺 在 发 酵 早期 经 过 消耗 -积累 阶段 后 ， 
开始 以 缓慢 的 速率 被 逐步 利用 ， 直 到 发 酵 结束 。 这 些 结果 表明 ,不同 的 发 酵 调 控 
模式 没有 对 和 鲁 氏 酵母 CCTCC M2013310 甘氨酸 、 谷 氨 酸 和 谷 氨 酰胺 的 合成 和 代 
谢 产生 显著 影响 。 然而， 需要 对 谷 氨 酸 和 谷 氨 酰胺 给 予 更 多 的 关注 ， 它 们 涉及 到 
碳 氮 利用 之 间 的 平衡 关系 。 虽然 这 里 的 数据 无 法 提供 它们 之 间 的 比例 , 但 是 整个 
变化 趋势 依然 能 提供 一 些 线索 。 比 较 发 酵 后 期 图 Glu/Gln 中 降低 速率 会 发 现 补 料 
控 温 分 批 策略 下 的 消耗 更 快 , 而 这 个 模式 中 的 海藻 糖 积累 水 平 是 最 高 的 , 这 上 暗示 
碳 氮 调控 对 鲁 氏 酵母 CCTCC M2013310 胞 内 海藻 糖 合成 施加 了 影响 。 

2.3 有 机 酸 代谢 特征 分 析 


2.3.1 丙酮 酸 溢 流 途径 代谢 物 分 析 
有 机 酸 是 微生物 故 酵 调控 和 代谢 研究 中 重要 的 一 类 代谢 物 P71, 发酵 样 品 中 有 
八 种 有 机 酸 ， 涉及 丙酮 酸 溢 流 代谢 途径 (丙酮 酸 、 乳 酸 、 乙 酸 ) 和 三 法 酸 循环 代 


谢 途 径 〈 柠 檬 酸 、a -MRR WAR PRR) ， 通 过 标准 品 的 保留 时 间 被 
确定 。 丙 酮 酸 是 机 体 代 谢 的 中 间 产 物 ， 既 是 处 于 糖 酵 解 (EMP) 途径 的 末端 又 
是 连接 EMP 途径 和 TCA 循环 的 关键 产物 ， 它 可 经 多 条 途径 生成 乙酸 、 乳 酸 、 草 
醚 乙酸 等 钾 。 图 3 展现 了 鲁 氏 酵母 CCTCC M2013310 在 三 种 不 同 发 酵 调控 模式 
下 《分 批发 酵 模 式 、 分 批 补 料 发 酵 模 式 和 分 批 补 料 控 温 发 酵 模 式 ) 的 丙酮 酸 溢 流 
代谢 途径 相关 代谢 物 〈 图 3a 丙酮 酸 、 图 3b 乳酸 、 图 3c 乙酸 ) 的 变化 过 程 。 
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3 鲁 氏 酵母 CCTCC M2013310 在 不 同 发 酵 调控 策略 下 的 丙酮 酸 溢 流 代谢 途径 中 的 代谢 物 变化 曲线 


(图 a 丙酮 酸 ， 图 b 为 乳酸 ， 图 c 为 乙酸 ) 


Fig. 3 Pyruvic acid metabolites change curve of the overflow metabolic pathways of Z. rouxii CCTCC 

M2013310under different fermentation control strategy (a: Pyruvic acid; b: Lactic acid; c: Acetic acid) 

三 种 发 酵 调 控 模 式 间 的 丙酮 酸 变化 差异 只 发 生 在 发 酵 后 期 (16-24 D. 。 分 
批 模式 和 分 批 补 料 模式 中 胞 外 丙酮 酸 呈 现 积 累 - 消 耗 过 程 ， 而 分 批 补 料 控 温 模式 
下 的 胞 外 丙酮 酸 被 完全 抑制 。 对 乳酸 而 言 ， 其 浓度 在 三 种 调控 模式 下 的 发 酵 前 期 
《0~10ph) 都 经 过 消耗 -积累 -再 消耗 的 过 程 。 当 施加 补 料 过 程 后 ， 乳 酸 浓 度 大 幅 
ER: 再 结合 控 温 手段 后 ， 乳 酸 浓度 维持 在 300 g/L 水 平 。 乙 酸 的 变化 除了 在 发 
醚 后 期 (18-24 h) 有 所 不 同 外 ， 其 它 发 酵 阶 段 的 变化 是 一 致 的 ， 即 分 为 稳定 、 
消耗 、 再 稳定 三 个 阶段 。 可见 ， 补 料 和 控 温 都 能 引起 乳酸 浓度 的 变化 。 乳 酸 代谢 
对 调控 比 丙酮 酸 代谢 更 敏感 ， 而 乙酸 代谢 的 敏感 程度 最 低 。 同 时 ， 从 浓度 水 平 上 
可 以 看 到 ， 除 酵母 细胞 典型 的 溢 流 产物 乙醇 外 ， 乳 酸 也 是 鲁 氏 酵母 CCTCC 
M2013310 的 丙酮 酸 滋 流 代谢 途径 的 主要 产物 。 

2.2 三 法 酸 循环 代谢 物 分 析 
在 三 羧 酸 循环 代谢 途径 中 ，a - 酮 戊 二 酸 和 苹果 酸 被 选中 进行 分 析 。 图 4 展 
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现 了 和 鲁 氏 酵母 CCTCC M2013310 在 三 种 不 同 发 酵 调 控 模式 下 (分 批发 酵 模 式 、 
分 批 补 料 发 酵 模式 和 分 批 补 料 控 温 发 酵 模 式 ) 的 三 羧 酸 循环 代谢 途径 相关 代谢 物 
(图 4a a - 酮 成 二 酸 、 图 4b 苹果 酸 ) 的 变化 过 程 。 除 发 酵 开 始 的 前 2 外 ， 
酮 戊 二 酸 浓 度 在 分 批发 酵 模 式 下 的 整个 发 酵 周 期 都 检测 不 到 。 当 单一 施加 补 料 控 
制 后 ， 胞 外 a - 酮 成 二 酸 在 补 料 阶 段 就 能 检测 到 ， 直 到 发 酵 18 h 被 消耗 完全 。 当 
在 16~18h 增加 控 温 步骤 后 ，a - 酮 戊 二 酸 改变 了 减少 趋势 , 其 浓度 维持 在 2.0~2.5 
mg/L 水 平 。 三 种 发 酵 控 制 模式 下 的 苹果 酸 变 化 过 程 差异 不 大 ， 在 早期 缓慢 被 消 
耗 ， 而 在 10-12 h 被 消耗 完全 ， 此 后 不 再 有 积累 。 然 而 ， 需 要 注意 的 是 ， 在 补 料 
控 温 分 批发 酵 模 式 下 , 升温 引起 了 胞 外 苹果 酸 的 积累 。 由 此 推测 , 升温 控制 对 三 
羧 酸 循环 的 影响 要 大 于 补 料 控制 ， 且 这 种 影响 似乎 是 激活 效应 ， 引 起 大 量 中 间 代 
谢 产物 被 积累 从 而 释放 到 胞 外 。 结合 丙酮 酸 溢 流 代谢 途径 的 代谢 数据 分 析 ， 乳酸 
的 大 量 形成 是 由 于 活化 的 三 法 酸 循环 中 产生 大 量 NADH， 然 而 由 于 自然 电子 受 
e 体 氧气 的 不 足 ， 导 致 大 量 的 NADH 参与 了 乳酸 脱氧 酶 反应 ， 使 得 乳酸 大 量 积累 ， 
M. 以 维持 鲁 氏 酵母 CCTCC M2013310 的 还 原 力 的 平衡 。 
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4 鲁 氏 酵母 CCTCC M2013310 不 同 发 酵 调 控 模 式 下 的 三 羧 酸 循环 途 径 中 的 代谢 物 变化 曲线 


(图 a 为 a- 酮 戊 二 酸 ， 图 b 为 苹果 酸 ) 


Fig. 5 Metabolite changes in TCA of Z. rouxii CCTCC M2013310 under different fermentation control strategy (a: 


a-Ketoglutaric acid; b: Malate) 
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此 , 强化 酵母 胞 内 海藻 糖水 平 的 一 个 可 选手 段 是 抑制 膊 氢 酸 的 形成 来 刺激 海 洽 糖 


酵母 海藻 糖 积累 的 营养 诱导 因子 之 一 是 氮 饥 饿 23。 本 研究 中 通过 补 加 纯 糖 
蜜 引起 碳 氮 比 降低 ,而 从 实现 氮 营 养 的 不 足 。 然而， 这 将 导致 外 源 性 无 机 铵 离子 
RZ, 进而 引起 胞 内 谷 氨 酸 与 谷 氨 酰 胺 之 间 的 转变 能 力 下 降 。 为 避免 对 代谢 过 程 
的 影响 , 鲁 氏 酵母 CCTCC M 2013310 采取 利用 外 源 谷 氨 酸 / 谷 氨 酰胺 来 弥补 胞 内 
代谢 的 不 足 ， 表 现 为 胞 外 氨基 酸 浓度 的 下 降 。 此 外 ， 所 饥饿 还 抑制 了 a - 酮 戊 二 
酸 向 谷 氨 酸 转变 ， 是 a - 酮 成 二 酸 积累 的 原因 之 一 。 

温度 也 酵母 海藻 糖 积累 的 环境 诱导 因子 之 一 PC3]。 温 度 逆 境 所 引起 的 代谢 调 
节 范 围 要 大 于 所 饥饿 环境 。 在 高 温 环境 下 ， 丙 酮 酸 、a - 酮 戊 二 酸 和 丙酮 酸 积累 ， 
而 乳酸 维持 高 浓度 水 平 。 可 见 ， 升 温 能 有 效 刺激 鲁 氏 酵母 CCTCC M2013310 代 
谢 活性 。 这 个 活性 不 仅 促进 胞 内 海藻 糖 的 合成 ， 同 时 也 促进 了 糖 酵 解 途径 、 丙 酮 
酸 溢 流 途径 和 三 羧 酸 循环 途径 的 活性 ,三 者 之 间 形 成 了 耦合 协调 关系 。 糖 酵 解 为 
海藻 糖 提供 前 体 物 CUDP- 葡 萄 糖 和 6- 磷 酸 葡 萄 糖 ) ， 也 为 下 游 乳 酸 代 谢 供应 两 
酮 酸 ， 以 消耗 活化 的 三 羧 酸 循环 中 所 产生 的 大 量 NADH。 

可 见 ， 和 鲁 氏 酵母 CCTCC M2013310 胞 内 海藻 糖 积 累 过 程 中 ， 非 海藻 糖 合 成 
途径 的 代谢 过 程 为 海藻 糖 积累 做 出 了 相应 的 调整 。 针对 这 些 响应 特征 , 研究 适当 
的 发 酵 调 控 策 略 ， 将 有 助 于 开发 更 耐 保 藏 鲁 氏 酵母 活性 干 酵母 。 
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